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Upopeptides, laur obtentian et laur applicatioii comma taiulsifiants. 



Vg) Les lipopetides selon I'invention sont amphipatiques et 
sont constitute d'une chains hydrophobe comprenant de 8 i 
24 atomes de carbone environ et d'une chatne peptidique 
hydrophile ou rendue hydrophile. 

Applications notamment aux Emulsions de milieux non 
miscibles at i I'obtention de cristaux liquides liotropes. 
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"Lip opeptides, leur obtention et leur application comroe 6muLsif iants" 

La pr^sente invention concerne la synthase 
de Lipopeptides, et plus par ti cu I i erejDent de lipopep- 
tides amphl pat iques, et I * app I i ca t i on de ces coippos6s 
5 comme emuLsi f lants ou comme cristaux liquides. 

L'lnvention a pour premier objet une nouvelLe 
cLasse de Lipopeptides, qui sont des lipopeptides amphi- 
patiques composes d'une chaine hydrophobe comprenant au 
moins 8 atoraes de carbone environ, et de preference de 
10 8 a 24 atomes de carbone environ, et d'une chaine pep- 
tidique hydrophile ou rendue hydrophile. 

Les lipopeptides selon L'invention peuvent 
§tre definis par la forrouLe g^nerale: 

CnPP 

15 dans laqueLLe Cn repr^sente une chatne hydrophobe ayant 
au moins 8 atomes de carbone environ, et de preference 
8 S 24 atomes de carbone environ, n d6signant le nombre 
d'atomes de carbone, et PR reprfesente un polypeptide 
obtenu a partir des acides amines naturels ou de Leurs 

20 derives Cde configuration 1 ou d, ) .En pratique, le 

polypeptide PP est forme d*un ou pLusieurs acides amines, 
selon le degr6 de polymerisation retenu, ce dernier pou- 
vant etre de 1 ou plus. La nomenclature de certaines, 
parmi les plus courantes, des sequences peptidiques 

25 qu'il est possible d'utiUser est regroupee plus loin 
dans le tableau I. 

Par chaine hydrophobe, on entend de preference, 
roais non exc lusi vement, une chaTne hydroca rbonee alipha- 
tique, eventuellement substitu6e, ayant un nombre d^atoraes 
30 de carbone tel qu'indique. 

On a obtenu ces composes selon une technique 
elle-mene nouvelle. 

L'invention a done egaleroent pour objet un 
procede pour L'obtention de lipopeptides. amphipatiques 

35 tels que definis ci-dessus, consistent f ondamen ta lemen t 



BNSDCX;tO: <EP 



.0105777A1 I > 



0105777 



1) — r6aLiser un coupLage peptidique entre une 
amine grasse et un amino acide N-prot6ge, pour 
obtenir un lipopeptide dont La chaine peptidique 
a un degre de polymerisation de 1, et^ si L'on 
5 desire obtenir un degr6 de polymerisation de 2 

ou 3 pour la chalne peptidique^ r6aliser un autre 
couplage peptidique d'un amino acide M-prot6gi 
sur le produit de degr6 de polymerisation imm6- 
diatement inferieur, ou 

2a) — efiectuer la polymerisation du N-carboxy- 
anhydride de I'amino acide en I'initiant par 
I'amine grasse CnMH2, pour obtenir des lipopep- 
tides dont les chaines peptidiques ont uh degre 
de polymerisation qui d6pendra des conditions 
1$ opdratoires choisies, et 

2b) — si on le desire, fractionner en composition 
les lipopeptides de I'etape 2a>, et 
3) — excepts dans le cas oCi la chatne peptidique 
du produit de I'etape 1) et/ou 2a) ou 2b) est 
20 directement une chaTne hydrophile, debloquer Les 

chalnes Lat6ralesde lachaine peptidique hydrophobe 
pour Les rendre hydrophiles. 

pour obtenir des Lipopeptides h degri de 
polymerisation ^, 2 ou Z, on procfede par exemple par 
25 coupLage peptidique entre I'amine grasse de formuLe 

CnNHj, oCi Cn est tel que pr6c6demment difini, et I'amino 
acide dont L'atome d'azote amino est protege, par exemple 
par le groupement tert-butyl-oxycarbonyle Cen abreg6 
Boc) et on debloque cet atome d'azote amino pour obtenir 
30 Le produit de degrS de polymerisation ^, sur lequel on 

refera un coupLage avec I'amino acide bloqu6 pour obtenir 
apres dSbloquage de I'azote terminal Le produit de degr6 
de polymerisation 2 et ainsi de suite. 

pour obtenir les lipopeptides selon I'inven- 
35 tion, on peut aussi polymeriser le N-carboxy-anhydri de 
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(en abr6g6 NCA) de L'amino acide en initiant La polyme- 
risation par l*amine grasse CnNHg. On realise ensuite^ 
si on Le d6sire, un f rac t ionnement en composition (La 
sequence Lipidique 6tant monod i spe rs6e) , par precipi- 
tation s6Lective des L i popept i des, et on obtient une 
serie de L i popep t 1 des qui different par Leur composition 
en peptides. 

Les peptides monom^res mis en oeuvre sont 
des produits commerciaux ou sont prepares de maniire 
connue . 

Le monomere utilise pour la partie pepti- 
dique des lipopeptides selon L* invention n'est done pas 
L 'acide amine Lui-meme, ce sera son deriv6 cyclique, 
Le N-carboxy-anhydri de d ' ami no-ac i de (NCA), obtenu par 
action du phosgene sur I'amino acide seLon la reaction: 



20 



R 
I 

-CH-COOH 



COCL 



CH-C 



1 



NH-C 



25 ou I'acide amine N protege par un des groupes habituel- 

Lement utilises en synthase peptidique. 

On prepare Les NCA dans le THF, en faisant 

r6agir sur L'araino acide une solution de phosgene dans 

Le tet rahydrof uranne (THF). Cette m6thode est une va- 
30 riante de La roethode de Fuller, Verlander et Goodman 

(BiopoLyraers, 15 (1869/1976), dans LaqueLle le solvent 

du phosgene est Le benzfene. 

famine grasse CnNH^ est soit une amine 

coromercialement disponible, soit obtenue a partir de 
35 I'acide gras ayant un atome de carbone de plus par 
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La reaction de degradation de Schnidt utiLisant I'az-ide 
de sodium en eilieu acide fort [Indian J. TechnoL.^ 5^^ 
262 C1967)J^ soit obtenue par coupLage entre Le chLorure 
d'acide acryLique ou m^thacry Lique et une diamine pri- 
5 maire, ou un amino aLcooLN protege. Le choix d ' une chaine 
Cn ayant de 8 S 24 atones de carbone environ n'est pas 
critique^ mais tient uniquement a La pLus grande dispo- 
nibilit^ des produits cor respondants. Cette chaine hydro- 
phobe Cn peat etre une chaine hydrocarbure queLconque, 

10 mais eLLe peut aussi coraporter des substituants et/ou 
des he tero-atomes, pour autant qu'iLs nMnfLuent pas 
def avorabLement sur Le processus de synthese. 

On decrit ci-apres, en reference b La nomen- 
cLature expos^e au tableau I, successi vement La prepara- 

15 tion de lipopeptides hydrophobes et Leur transformation 
en Lipopeptides amphi pa t i ques, et La preparation directe 
de Lipopeptides amphipatiques. 

A-1 Synthase de Lipopeptides hydrophobes (CnEb # CnDb et CnKt D 

20 On dissout L'amine grasse CCnNH^) dans le 

chLoroforroe, puis on ajoute le NCA d'acide amine appro- 
prie et on laisse poLymeriser k La temperature ambiante^ 
sous agitation^ pendant deux jours. On obtient ainsi les 



lipopeptides CnEb^ poss^dant une sequence peptidique de 
25 poly Cglutamate de benzyle), CnDb possedant une sequence 
peptidique de poly (aspartate de benzyle) et CnKt posse*- 
dant une sequence peptidique de polytri f luoroacetyllysine. 

A titre d'exempLe^ pour la synthase de lipo- 
peptides Cl7Kt^, on utilise de I ' heptad6cy lami ne C^^H^^NHg 
30 obtenue h partir de L'acide st6arique (voir Indian J. 

Technol. 5^, 262 C1967). Pour obtenir plus precisfement du 
C17 Kt^Q de degre de po Lym6r 1 sat 1 on 10 CDP=10), on ajoute 
k 2,55g (0,01 mole) diamine en C17 en solution dans 
150 ml de chloroforne, 27g C0,1 mole) de NCA de trifluoro- 
35 acetyllysine et on laisse polymiriser k temperature am- 
biante sous agitation pendant plusieurs heures. Le 
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chLoroforme est ensuite evapor^^ Le r^sidu est repris 
dans Le roethanoL et Le poLyinfere est prdcipitfi dans 
L*eau/ puis est fiLtre, Lave et s6ch6. 

A-2 Transformation de lipopeptides hydrophobes en lipopeptides 
amphipatiques 

1. Lipopeptides CnK^ 

On a prepare Les Lipopeptides CnK poss^dant 

p 

une sequence hydrophiLe de poLyLysine (K) h partir des 
Lipopeptides CnKt^ par La methode de Sela et aL. 
[BiopoLyraers, ^17 (1963)]. On traite Les Lipopeptides 
CnKt^ en solution dans Le THF, d'abord par une solution 
de piperidine dans Le methanoL^ puis par une solution 
de piperidine dans L'eau. 

A titre d'exempLe iLLustrant une transfor- 
15 mation de C17 Kt en C17K^, 5g de CITKt sont dissous 

M P p 

dans 150 ml d"une solution rooLaire de piperidine dans 
Le methanol a temperature ambiante. Apr^s 2 heures^ "bn 
ajoute 100 ml d'une solution molaire de piperidine dans . 
L'eau et on laisse 48 heures h temperature amoiante. 
On ^limine le methanol a L ' evapora teu r et on passe La 
solution aqueuse sur une coLonne de resine ^changeuse 
d'anions (Duolite A 102 D, forme OH") pour en 6liminer 

les anions tri f luoroac^tat e et on LyophiLise I'^Luat 

pour recuperer le C17K . 

P 

25 2. Lipopeptides CnE et CnD 

P D 

On obtient Les lipopeptides CnE^ possedant une se- 
quence hy6rophile d'acide poly-glutami que (E) et CnD 

poss6dant une sequence hydrophiLe d'acide poly-aspar- 
tique <D) h partir des lipopeptides CnEb et CnDb en 
traitant ces Lipopeptides par HCl et HBr a temperature 
ambiante [J. Am. Chem. Soc.^ 80; 4631 (1958)3. 



20 



30 
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3. Lipopeptides CnEp 

On prepare Les Lipopeptides CnEp^ possedant 
une sequence hydrophiLe de poly-hydroxypropyLgLutamine 
(Ep) en traitant Les Lipopeptides CnEb^ par L'aminopro- 
5 panoL h 60*C en soLutioh dans Le dioxane [BiopoLyroers, 
3, 625 (1965)3. 

4. Lipopeptides CnEe 

On prepare Les Lipopeptides CnEe poss6dant 
10 une sequence hydrophiLe de poLy-hydroxyethy Lg Lutaini ne 
(Ee) en traitant Les Lipopeptides CnEb^ par L'ethanoL- 
amine S 60^C en soLution dans Le dioxane [BiopoLyroers, 
9, 717 C1970)]. 

B — Synthase directe de Lipopeotides aroohioatiques 

15 On dissout L'araine grasse CnNH^ dans Le 

chLorof orme, puis on ajoute Le NCA d'acide aaiine et on 
Laisse poLymeriser, S temperature ambiante, sous agita- 
tion, pendant deux jours. On obtient ainsi Les Lipopep- 
tides CnSar possedant une sequence peptidique de poLy- 

P 

20 sarcosine. 

Pour illustrer pLus concr6te»ent Le proc6d6 
de synthese de Lipopeptides seLon L' invention^ on d6crit 
ci-apres La synthase des Lipopeptides amphipat i ques 
Cl7Sar forn^s d'une chafne aLiphatique contenant 17 
25 atomes de carbone CCl7) et cj'une chalne de poLysar cosine 
(Sar) et ceLLe de C12 SargQ et de C18 

1. Synthase de Lipopeptides de degrfe de poLymferisation 
supferieur k 3 

a) Synthase de C17 Sar^Q 

30 L' heptad^cyLamine CCI7NH2) obtenue i partir 

de I'acide st6arique [voir Indian J. TechnoL., 5^, 262 
C1967)] est d'abord dissoute dans Le chLoroforme, puis 
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on y ajoute la quantit6 de NCA de sarcosine caLcul^e 
pour obtenir Le degr6 de polymerisation choisi. Par 
example, si on veut obtenir du Cl7Sar^Q de degr6 de 
polymerisation 10 (DP:10), S 2,55g (0,01 mole) diamine 

®" solution dans 100 ml de chloroforme, on 
ajoute 11, 5g de NCA de sarcosine (0,1 mole) et on 
laisse polym§riser k temperature ambiante, sous agi- 
tation pendant 48 heures. 

On fractionne Les lipopeptides C17 Sar 

p 

par precipitation fractionn6e en utiLisant Le diro6thyl- 
formamide comme soLvant et I'acetone comme precipitant. 

b) Synthase de CI 2 Sar2Q 

On ajoute 23g (0,2 mole) de NCA de sarcosine 

15 a 1,85g (0,01 moLe) de dodecylamine en solution dans 

100 ml de chloroforme et on laisse polymeriser h tempe- 
rature ambiante, sous agitation, pendant 48 heures. 
On peut fractionner Les Lipopeptides C12 Sar par preci- 
pitation fractionn6e en utiLisant les solvents preci- 
pitant s di methy I f ormami de/acetone. 

On obtient xg du produit cherche solide 
blanc dont on a determine le degre de polymerisation 
par dosage de la fonction amine terminale apres avoir 
verifie Le degre de purete par chromatographie. 

25 c) Synthese de C18 Sar^^ 

i 11 

prepare en appUquant les mines conditions 
operatoires que selon b) avec 0,11 noLe de NCA de 
sarcosine <12,65g) et 0,01 mole de C18 NH (2,69g), 
dans ICQ ml de chlorofarme on obtierr le C18 Sar, , avec un rende- 
30 ment superieur a 80%, dont le spectre infrarouge dans le KBr est 
I'objet de la figure 1. 



20 
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gynthese de lipopeotides de dear6s de po lymerisation 1. 2 et 3 
Pour obtenir des Lipopeptides de degr§s de 
poLymirisation 1, 2 et 3, on peut proc6der par couplage 
peptidique entre famine grasse et I'amino acide N-pro- 
teg6 par Le groupeoent tert-butyl-oxycarbonyleCBoc) . 

Les Boc-amino acides sont pr6par6s a partir 
de famine acide et du di-tert-butyL-di carbonate par 
La methode de Morsder et at [Hoppe-Sey I er ' s Z. Physiol. 
Chen.., 357, 1651 <1976)]. 
a) Synthase de C17 Sar^ 

o> CITBoeSar^ : on obtient le produit Cl7BocSar^ 
en couplant L • heptad^cylamine au BocSar^ en presence 
de dicycLohexylcarbodiimide COCCI). On melange k froid 
(a 0»C), dans 100 nl de chloroforae, 3,78g C0,02 mole) 
de Bocslr et 2,06g (0,01 mole) de DCCI. H se forme un 
precipite abondant de di cy c lohexy luree (DCU). On laisse 
30 minutes a 0»C sous agitation et on ajoute 2,55g 
(0,01 mole) d'heptadecylamine. On laisse la reaction se 
poursuivre pendant 20 heures. On filtre, on Lave le 
pr6cipit6, on recup6re le filtrat, on 6vapore Le chLoro- 
forme, on reprend Le r6sidu dans 50 ml de THF, on re- 
froidit h 0«C, on fiLtre pour 6li«iner Le maximum de 
dicyclohexyLuree, et on Lave Le pr6cipit6 avec un mi- 
nimum de THF froid. 

6) C17Sar , HCL : au fiLtrat, on ajoute 20 ml d'HCL 

en solution 5N dans du THF et on Laisse sous agitation 
pendant 24 heures ^ temperature ambiante. IL se forme 
un pr6cipite abondant de Cl7Sar^, HCL, qu'on fiLtre et 
lave au THF. 

Y) Cl7Sar. : on reprend Le precipite dans 100 ml 
de THF et on chauffe a 50«C, puis on ajoute 2 ml de 
tri6thaLamine et on laisse reposer pendant 2 heures. 
On refroidit i 0»C, on fiLtre le precipiti de chlor- 
hydrate de tr iethylamine, on 6vapore le THF et on re- 
cristaLLise Le Cl7Sar^ dans I'acetone. 
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On obtient 2,1g de C17Sar^ (rendement 65%) 

F = 58** C 

b) Synthase de ClTSaPg 

Pour obtenir du C17Sar2, on opfere de La 
meme maniere, mais on part de Cl7Sar^ et de BocSar. 
F = 74*' C 

c) Synthase de C17Sar2 

Pour obtenir du CWSar^, on opire de La 

meme mani^re, mais on part de CWSar^ et de BocSar. 
F = 83** C 



d} Synthese de C12Sar^ 

— preparation de CI 2 Sar Boc 

On dissout dans 100 mL de chloroforme, 
1,85g (0,01 moLe) de dode cy Lami ne ^ 1,89g (0,01 moLe) 
de Sar Boc et 1,15g (0,01 moLe) de N-hydroxysuccinimide 
puis on ajoute, sous agitation, 2,06g de di cy c Lohexy L- 
carbodiimide etmaintient L'agitation pendant 24 heures. 
On eLimine aLors Le pr6cipit6 de di eye lohexy Lur6e, 
evapore le solvent du filtrat et reprend le r^sidu 
dans 100 ml d"ac§tone pour eliminer le reste de dicycLo- 
hexyluree soLide. Le produit recherch6 pr6cipite lors- 
qu'on ajoute au filtrat un volume d'eau. Apr6s lavage 
25 du precipite par un melange ac6tone/eau, on obtient 
Xg de C12 Sar Boc. 

— preparation du chlorhydrate de C12 Sar 

Le produit pr^cedemment obtenu est dissous 
dans 80 ml de THF; on ajoute 20 ml d'acide ch lorhydr i que 
5N en solution dans Mether di§thyLique et abandonne 
24 heures k temperature ambiante pendant lesquelLes le 
chlorhydrate final precipite. On I'isole par filtration 
^ 0<>C, Le Lave au THF glace et Le seche sous vide. 
On obtient ainsl le C12 Sar, HCl. 
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— isolement de C12 Sar^ 

Le set prec6demmen t obtenu est dlssous 
dans 50 ml de ro^thanoL; on ajoute 100 ml de solution 
aqueuse 0,1N de soude et on 6vapore Les soLvants sous 
5 vide ^ temperature ambiante jusqu'a 25 ml environ. 
On verse cette solution dans 100 ml d'eau et extrait 
La phase aqueuse par 100 ml d'acetate d*6thyLe puis 
par 50 ml du meme soLvant. Les phases organiques sont 
reunies et sechees sur sulfate de sodium. Le solvant 
10 est alors elimin6 sous vide ^ Q**C. 

Le r6sidu est purifie par chromatographi e 
sur une colonne de gel de si Lice, avec comroe eluant 
une solution de methanoL contenant 1% en volume de 
solution aqueuse d'aramoniaque 30% environ). 
15 On obtient ainsi 2,05g de C12 Sar^ de 

point de fusion 39*C. 

e) Synthese de C12 Sar2 et C12 Sar^ 

On applique le m§me precede que celui decrit 
20 pour La synthase de C12 Sar^ mais en utilisant corame 
matiere premiere respectyiveroent le C12 Sar^ et le 
C12 Sar 

Les rendements sont comparables. 
C12 Sar2 : point de fusion 58«C. 
25 C12 Sar^ : point de fusion 66-67**C« 

f) Synthase des Cl6Sar^^2,3 

* On applique les modes operatoires d6crits 
selon d) et e) pour preparer ces derives dont Les 
3D spectres infra-rouges (en KBr) sont representes respec- 
tivement aux figures 2, 3 et A. 

g) Synthase de Cl8Sar2 

On ajoute par petites portions i une solution 
de 2,69g CO, 01 mole) d'octad6cy laraine dans 150 ml de 
chloroforme, 2,3g (0,02 mole) de NCA de sarcosine. 
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sous bonne agitation. On ilimine alors Le solvent, on 
dissous le r^sidu dans l'6thep di6thylique puis 1'611- 
mine sous vide ii temperature voisine de O^C. 

On obtient 4g de produit dont le degr§ de polyme- 
risation moyen, d6terroin6 par dosage de la fonction 
amine terminale par I'acide perchlorique dans I'acide 
ac6tique est tr6s voisin de 2. 

Par chromatographi e sur colonne de gel de 
si lice en 6luant avec du methanol contenant IX de so- 
lution aqueuse ccncentr6e d ' amrooni aque, on s^pare du 
C18 Sar^, C18 Sarg, ClSSar^, CIBSar^ pourobtenir 
plus de 60X de C18 Sar^. II y a aussi un peu de 
C18 Sarj et une trace de C18 Sar^ avec un reste d'amine 
de depart. 

Le C18 Sarg ainsi obtenu, m§me non s^par* 
de ses homoLogues, a des propri6t6s erauLsi f iantes 
comparables k celles du CIS Sar^ obtenu par la methode 
au Sar Boc. 

La structure des tipopeptides selon I'ln- 
vention a et6 etudiee par la technique de diffraction 
aux rayons X. 

On a ainsi pu 6tablir que les lipopeptides 
amphipatiques pr6sentent des m^sophases & structure 
p6riodique en solution aqueuse pour des concentrations 
en eau infirieures k 60% environ et que la structure 
p6riodique peut §tre conserv6e h l'6tat sec par Evapo- 
ration lente de L'eau de la misophase. Les lipopeptides 
amphipatiques selon I'invention constituent ainsi une 
nouvelle classe de cristaux liquides liotropes et i Is 
peuvent avoir les memes applications que ces cristaux 
I i qui des . 

La structure des lipopeptides amphipatiques 
est maintenant decrite plus en details en r6f6rence k 
I'exemple des lipopeptides C17Sarp constitu6s d'une 

chaine aliphatique possedant 17 atomes de carbone et d'ufie cha£- 
ne de polysarcoslne , dont on a fait varler le degre 
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Les lipopeptides C17 Sar pr^sentent un 
double po L ymorphi sme: en fonction de La Longueur de 
La chaine po Lypept i di que d*une part et en fonction de 
5 La teneur en eau d'autre part. Les Lipopeptides adop- 
tent^ suivant Leur conposition^ trois types de struc*- 
tures : LameLLaires pour Les degr^s de poLymer isation 
(DP) inferieurs S 9, hexagonale pour Les DP comprls 
entre 10 et 35 environ et cubique centree pour Les DP 

10 superieurs a environ 35. De plus, Les Lipopeptides 

peuvent presenter un po Lyraorphi sme en fonction de La 
teneur en eau de Leurs m^sophases. L'addition d'eau 
modi fie Le rapport entre Les voLumes des phases hydro*- 
phiLe et hydrophobe et peut faire passer La structure 

15 de LameLLaIre d hexagonaLe (pour Les DP conpris entre 
5 et 9 environ) ou d'hexagonaLe a cubique Cpour Les DP 
compris entre 17 et 35 environ), 

L'invention a done egaLeroent pour objet 
L ' app L i ca t i on des Lipopeptides aroph i pa t i que s a La cons- 

20 titution de cristaux Liquides Liotropes. 

Les la^sophases de Lipopeptides amphipa t i ques 
peuvent en outre incorporer de nombreux conposants^ tant 
hydrophiLes qu' hydrophobes, teLs que : aLcooLs, acides, 
paraffines, hui Le de carnation, stearate d'ethyLe, 

25 paLmitate d ' isopropy Le, etc., et donner ainsi par exempLe 
des Lai ts ou des cranes, dont on peut faire varier faci- 
Lenent La viscosity en jouant sur La structure des 

« 

mesophases, elLe-mSme deteriain6e par La Longueur res- 
pective des sequences hydrophobes et peptidiques des 

30 Lipopeptides. 

On a ^galement testd Les propri^t^s ^nuLsi- 
fiantes des Lipopeptides apphi pa t i ques vis-d'-vis de 
nombreux coupLes de Liquides non miscibLes teLs que 
eau/hydrocarbures et eau/produits de base de L'industrie 

35 des cosmet iques. On a ^tudie Le type et La stabiLite des 
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6muLsionp obtenues par La ra^thode des colorants s^lec- 
tifSjla methode des dilutions, la conductivlte electrique, la cryo- 
fracture et la microscopie electronlque. 

Pour obtenir des ^rouLsions^ on ajoute aux 
deux Hquides non misclbLes environ 1% en po1ds de 

5 Lipopeptide amph i pa 1 1 que (CnSar avec n = 16, 17 ou 18 

P 

et p = 1, 2 ou 3 par exempLe)/ on agite 10 k 15 minutes 
et L*drouLsion se forme facileroent. On a ainsi pr^pari 
des emulsions de differentes compositions^ de 30 k 70% 
de chaque composant, avec les systemes eau/octane, 

10 eau/myr i state d ' i sopropy L e, eau/pa L mi t a t e d ' i sopropy le, 
eau/stearate de butyle ou d'ethyle , eau/huile de car- 
nation, eau/huile de vaseline, eau/ cosb i o L , eau/myglio). 
Les Emulsions obtenues sont trks stables (plusieurs 
mois) et rdsistent k des elevations de temperature 

15 jusqu'S 60**C environ. On modifie la viscosity, la 
coropacit6 et l'onctuosit6 des Emulsions en faisant 

varier la teneur en lipopeptides entre 1 et 2%. 

L' invention a done en outre pour objet 

I ' app I 1 ca t i on des lipopeptides amph i pa t i ques comme 

20 emulsifiants et les emulsions comprenant des lipopep- 
tides amphipatiques k titre d*agent 6roulsifiant, present 
en une quantite de I'ordre de IX en poids ou plus. 

On peut faire varier k voLont6 la solubi- 
lity et L'affinite pour diff6rents solvants des lipo- 

25 peptides en modifiant le nombre d*atomes de carbone de 
la chalne hydrophobe et sur la nature de la chatne 
peptidique. On peut aussi modifier facilement La balance 
hydr ophi le-hydrophobe de tels lipopeptides en modifiant 
Le nombre d*atomes de carbone de la chalne hydrophobe 

30 et Le degr6 de polymerisation de la chalne peptidique, 

Les lipopeptides amphipatiques selon I'in- 
vention donnent facileroent des emulsions trks stables 
pour des teneurs en lipopeptides trks faibles (environ 
1% en poids) alors qu'il est necessaire d'avoir 15-16X 

35 des agents de surface classiques. De plus, lis ont 
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L'avantage d'Stre r^aLis^s avec des composants natureLs 
(L1pid.es et peptides). Ces lipopeptides amphi pat i ques 
peuvent trouver une application comme agents emu Is i f 1 a nt s 
de milieux non niscibles dans des doroaines tr^s divers, 
5 par exemple dans I 'Industrie cosm^tique (cremes hydra*- 
tantes, cremes antirides, vernis, dissolvants de vernis, 
etc.)/ dans IMndustrie aliraentaire CmoutardeSy. mayon- 
naises, etc.) et dans L'industrie p6trolifere Cadditifs 
pour hui Les, recuperation assist^e de petrole), entre 
10 autres. 



* 

3NS0OCID: <EP ^0105777A1 I > 



0105777 



15 



TABLEAU I 



Nomenclature des sequences peptidlques 



Designation Nom du polypeptide 



Formule de la chaine 
laterale 



Eb 


Poly ( glut ainate de benzyle) 


-{CH2)2-C00-CH2-C H5 


Ep 


Poly ( hydroxypropylgluta- 


- ( ) 2 -CO-NH- ( ) 3OH 


Ee 


Poly ( hydroxyethylgluta- 

mine) 


- ( CH2 ) 2-CO-NH- ( CH2 ) 2OH 


E 


Poly<acide glutamique} 


-(CH2)2-C00H 


Db 


Poly ( aspartate de benzyle) 


-CH--COO-CH,-C.H^ 


D 


Poly(acide aspartique) 


-CH--COOH 


Kt ■ 


Poly (tr if luoroacetylly sine ) 


-(CH2)^-NH-C0-CF- 


K 


Polylysine 


-(CH2)^-NH2 


S 


Polyserine 


-CH2-OH 


T 


Polythreonine 


-CH-OH 
1 

CH- 


Sar 


Polysarcosine (+) 



(+) Polysarcosine : (-N-CH--CO-) 

c n 



CH. 



1 
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REVENDICATIONS 

1. Lnpopeptides, caract4ris6s en ce qu'ils 
sont amphipatiques et sent constituis d'une chalne hydro- 
phobe comprenant de 8 S 24 atomes da carbone environ 
termin^e par un groupement amino engag* dans une liaison 
amide avec le groupe carboxyle terminal d'une chaine 
polypeptidique hydrophile ou rendue hydrophile. 

2. Lipopeptides seLon la revendi cat i on 1, 
caracterises en ce qu'ils repondent a La formule g6nerale 

CnPP 

dans laquelle Cn represente une chaine hydrophobe ayant 
de 8 a 24 atomes de carbone environ^ et PP represente 
un polypeptide obtenu a partir des acides amines natu- 

rels ou de Leurs d6riv6s. 

3. proc6d§ pour I'obtention de lipopep- 
tides selon la revendication 1 ou 2, caracteris6 en ce 
qu'il consiste f ondamenta leroent 

1) rfealiser un couplage peptidique entre une 

amine grasse et un amino acide N-prot6ge^ pour 
obtenir un lipopeptide dont la chalne peptidique 
a un degre de polymerisation de 1 et, si I ' on 
desire obtenir un degr6 de polymerisation de 2 ou 
3 pour la chalne peptidique, r6aliser un autre 
couplage peptidique d'un amino acide N-protege 
25 sur le produit de degre de polymerisation imro6- 

diatement inferieur, ou 

2a) effectuer la po Lymir i sati on du N-carboxy- 
anhydride de I'amino acide en I'initiant par 
I'amine grasse CnNHg, et 
3Q 2b) si on le desire, fractionner en composi- 

tion les Lipopeptides de I'^tape 2a), et 
3) excepts dans Le cas oCi La chalne pepti- 

dique du produit de l'6tape 1) et/ou 2a) ou 2b) 
est directement une chaine hydrophile, d6bloquer 
35 les chaines lat§rales de la chaine peptidique 

hydrophobe pour les rendre hydrophiles. 



20 
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4, Proc6d6 seLon La revendi cat ion 3 pour 
L'obtention de Lipopeptides ayant un degre de polymeri- 
sation de 1, 2 ou 3, caract^ris^ en ce qu'on effectue 
un coupLage peptidique entre une amine grasse de formula 
CnNH^ou Cn est tel que precedemroent d^fini, et I'amino 
acide dont I'atome d'azote amino est prot^ge^ par exemple 
par Le groupement t e r t-but y I -oxy c a rbony Le , obtenant ainsi 
un Lipopeptide ayant un degri de polymerisation de 1, et 
pour obtenir des lipopeptides ayant un degr§ de polyme- 
risation de 2 ou 3 pour la chalne peptidique, on realise 
un autre couplage peptidique d'un amino acide N-proteg6 
sur le produit de degre de polymerisation imm6diateraent 
inf§rieur. 

5- Proced^ selon la re vendi cat i on 3 pour 
I'obtention de lipopeptides, caract6ris6 en ce qu'on poly- 
merise le N-carboxy-anhydr ide de I'amino acide en initiant 
la polymerisation par une amine grasse CnNH^ ou Cn est 
tel que pr^cedemment d^fini, et on realise ensuite, si 
on le desire, un f rac t i onnement en composition par pre- 
cipitation selective des lipopeptides, obtenant ainsi 
une serie de lipopeptides qui different par leur compo- 
sition en peptides. 

6. Application des lipopeptides selon 
la revendi cat ioQ 1 ou 2 ^ I'obtention de cristaux 
25 liquides liotropes, 

7- Cristaux liquides, caracteris^s en ce 
qu'ils comprennent au moins un lipopeptide selon la 
revendication 1 ou 2. 

8. Application des lipopeptides selon la 
revendication 1 pu 2 corarae 6rau I s i f i ant s . 

9. Emulsions de milieux non raiscibles, 
caract^ri s6es en ce qu'elles comprennent, au moins 0,8% 
environ d'un lipopeptide selon la revendication 1 ou 2. 
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